








































Pathway),  siendo  la  primera  de  ellas  la  unión  covalente  de  un  hapteno  a  una  proteína 
transportadora de la piel dando como resultado un complejo que puede llegar a activar a los 




por  procedimientos  in  vivo.  Recientemente,  con  perspectivas  de  reducir  al  máximo  la 
experimentación  animal  y,  aprovechando  esta  serie  de  acontecimientos  propios  de  las 
reacciones  sensibilizantes  cutáneas,  se  propone  un  procedimiento  con  el  cual  predecir  el 
potencial  sensibilizante  de  antineoplásicos,  en  este  caso  Erlotinib  e  Imatinib,  empleando 
técnicas in vitro e in chemico ya aprobadas previamente para su uso en cosméticos por la OECD 
(Organisation  for  Economic  Co‐operation  and  Development).  Para  ello  se  analizarán  ambos 
antineoplásicos. En primer lugar, mediante la técnica de DPRA (Direct Peptide Reactivity Assay), 
se pretende medir  la  capacidad de  los  compuestos a  testar de  formar el  complejo activante 
hapteno‐proteína. Empleando un Test de ARE‐Nrf2 Luciferasa, por cultivo  in  vitro de  la  línea 
celular KeratinoSensTM, comprobar la activación de queratinocitos. Y por último, por citometría 
























Adverse Outcome Pathway  (AOP), being the first event of  it  the covalent union between  the 
hapten and the skin transporter protein resulting on a complex formation that can activate the 









be analyse. Firstly using the DPRA technic  (Direct Peptide Reactivity Assay),  the ability of  the 
compounds  to  be  tested  to  form  the  hapten‐protein  activating  complex  pretends  to  be 
measured. With the aim to verify the keratinocytes activation an ARE‐Nrf2 Luciferase test will 
be  done  through  an  in  vitro  culture  of  KeratinoSensTM  cell  line.  And  ultimately,  by  flow 
cytometry, employing an h‐CLAT (human‐ Cell Line Activation Test), quantify the variation in the 



















no  sols  coneixements  aplicables  al meu  futur  professional,  sinó  també per mostrar‐me  com 
funciona i es treballa realment a un laboratori d’investigació, especialment a qui ha sigut la meua 
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Pathway).  La  primera  de  ellas  es  la  unión  covalente  de  un  hapteno  a  una  proteína 
transportadora de la piel dando como resultado un complejo que puede llegar a activar a los 
queratinocitos. Las células dendríticas, o bien, pueden ser activadas por  los queratinocitos, o 








la  de  provocación.  En  la  primera,  generalmente  asintomática,  se  producirán  linfocitos  T 
específicos de alérgeno; y en  la segunda,  la de activación y respuesta, tiene  lugar cuando un 
individuo  previamente  sensibilizado  vuelve  a  tener  contacto  con  el  alérgeno  (Pichler,  2019; 
OECD 442C, 2015). 
1.1.  Mecanismos moleculares de la sensibilización cutánea  
De  manera  muy  esquemática,  la  serie  de  reacciones  que  tienen  lugar  a  partir  del  primer 
contacto,  están  caracterizadas  por  una  secuencia  de  efectos  adversos  (Adverse  outcome 
pathway, AOP) muy concretos descritos por la OECD en 4 eventos clave y representados en la 
Figura 1 a continuación (OECD 442C, 2015; Strickland et al., 2016). 
El  primer  evento  clave  es  la  unión  covalente  del  hapteno  a  proteínas  transportadoras  de  la 
epidermis, concretamente a residuos de cisteína y/o lisina, este hecho hace que se activen los 
queratinocitos, segundo evento clave, produciendo una mezcla de citoquinas. A su vez, tanto el 
complejo  hapteno‐proteína  como  las  citoquinas  producidas  por  los  queratinocitos,  pueden 









estar  basado  en  el  cuarto  evento  clave  del  proceso  de  sensibilización  cutánea mediante  un 
ensayo de nódulos linfáficos locales (Local Lymph Node Assay, LLNA); un estudio  in vivo cuyo 
principio radica en el aumento de la proliferación celular en los nódulos linfáticos próximos al 
punto  de  aplicación  del  posible  alérgeno  y  que,  por  ende,  este  aumento  es  proporcional  al 
potencial sensibilizante del alérgeno. Generalmente, requería de marcaje radiactivo (OECD 429, 
2010),  pero  se  han  desarrollado  técnicas  alternativas  que  no  lo  requieren,  como  son,  la 









Por  ello,  precisamente  basándose  en  el  resto  de  eventos  clave  previamente  descritos  e 
ilustrados en  la  Figura 1  y empleando bases de datos  comparativas  se pueden  llevar a  cabo 
diferentes  pruebas  in  chemico,  in  vitro  e  in  sílico  con  las  que  comprobar  el  potencial 
sensibilizante de los químicos en cuestión sin la utilización de animales, todas ellas presentes en 
los  Enfoques  Integrados  para  Pruebas  y  Evaluación  (Integrated  Approaches  to  Testing  and 
Assessment, IATA). 
Figura 1. Representación de  los cuatro eventos clave en un proceso de sensibilización cutánea y  las  técnicas  in 
quimico, in vitro e in vivo aplicadas. (Creada en BioRender.com) 
1.2.1. Ensayo Directo de Reactividad Peptídica (Direct Peptide Reactivity Assay, DPRA) 
Se  trata  de  un  procedimiento  in  chemico  basado  en  el  primer  evento  clave  del  proceso  de 
sensibilización. Como se muestra en la Figura 1, este primer evento consiste en la formación de 













un  modelo  de  predicción,  se  clasifican  los  químicos  en  cuatro  niveles  de  reactividad  que 









alguna  modificación  enzimática  para  que  se  unan  a  las  proteínas  transportadoras  pero,  en 
algunos  casos,  sí  será  posible  detectar  los  pre‐haptenos,  los  que han  sufrido modificaciones 
abióticas antes de llegar a la epidermis. En contraposición se pueden encontrar los compuestos 
que no se unen covalentemente al péptido sintético, pero sí causan su oxidación, en este caso 
















expresarse,  a  su  vez  producirán  la  expresión  del  gen  de  la  luciferasa  haciendo  posible  la 
detección mediante la luminiscencia producida (OECD 442D, 2015; Strickland et al., 2016).  






















expresión  de  diferentes  marcadores  de  superficie  como  CD54  (una  molécula  de  adhesión 
intercelular) y CD86 (una molécula coestimuladora) entre otras (Sakaguchi et al., 2007). 
De manera que, mediante  la  línea  celular THP‐1  (human monocytes  leukemia  cell),  capaz de 
sufrir  los mismos  cambios  que  sufre  una  célula  dendrítica  o  de  Langerhans  en  este  tipo  de 
procesos  (Ashikaga  et  al.,  2006),  tras  24  horas  en  incubación  junto  al  químico  problema, 




laboratorio  como  entre  laboratorios  y,  en  comparación  con  los  resultados  obtenidos  en 













tomar  un  resultado  positivo  por  sí  mismo  como  indicador  del  potencial  sensibilizante  del 
químico, sino que, por lo establecido en los IATA, será necesario que dos de las tres pruebas den 
positivo para ello (“GHS (Rev.8) (2019) ‐ Transport ‐ UNECE”). 





















aumenta  la  probabilidad.  Los  genes  decisivos  para  ello  suelen  ser  los  genes  supresores  de 
tumores, sin los cuales no se supera la fase embrionaria, y los encargados de la interacción entre 
células, los que deciden si se debe impulsar a la célula a dividirse, diferenciarse o morir, la lista 










último  recurso,  suelen  ser  la  radioterapia  y  la  quimioterapia  que  destruyen  las  células, 
independientemente de si estas son sanas o tumorales. Actualmente, en algunos casos en los 
que  las  mutaciones  causantes  del  cáncer  están  bien  identificadas,  se  suele  abogar  por  las 












una  menor  toxicidad  hacia  las  células  sanas  que  los  tratamientos  más  convencionales,  sin 
embargo,  dado  que  afectan  a  dianas  que  también  están  activas  en  las  células  no mutadas, 













como  su  sal,  melisato  de  imatinib  bajo  el  nombre  de  Glivec®  o  Imatinib  Normon® 
(Europa/Australia) (“FICHA TECNICA IMATINIB SANDOZ 400 MG COMPRIMIDOS RECUBIERTOS 
CON PELICULA EFG”), de los primeros en ser sintetizados como inhibidor competitivo del ATP 
que  iniciaría  la  fosforilación  de  las  tirosinas,  y  por  tanto,  la  activación  de  la  Tirosin‐Quinasa 
(Tyrosine‐Kinase,  TK).  Está  diseñado  para  sentir  predilección  por  el  dominio  TK  de  ciertas 

























tales  como  la  gametogénesis,  el mantenimiento  de  la melanogénesis  y  hematopoyesis,  y 
normalmente  suele  estar  presente  en  el  endotelio  vascular,  epitelio  mamario,  glándulas 
sudoríparas y astrocitos de la retina, además de influenciar la normal actividad del sistema 
nervioso y gastrointestinal al relacionarlo con las células intersticiales de Cajal. Es decir, que 
si  está  constitutivamente  activado  por  una  mutación,  independientemente  de  que  se 
produzca  la  unión  con  su  sustrato  o  no,  este  receptor  se  fosforilará  continuamente    sin 
regulación haciendo que las cascadas de transducción PI3K y MAPK estén constitutivamnete 
activas, promoviendo la diferenciación y proliferación de células estromales (Figura 4A) por 
lo  que,  dadas  sus  funciones,  la  sobrexpresión  o  la  acumulación  de  mutaciones  en  esta 
proteína  suele  estar  relacionada  con  diversos  tipos  de  cáncer  como  diferentes  tipos  de 













c‐Kit constitutivamente activado. B‐  Inhibición de  la división celular tras  la unión de imatinib.  (Creada con 
BioRender.com) 
 
 PDGFR  (Platelet‐derived growth  factor  receptor)  es  el  receptor del  ligando del  factor de 









interesante  como  diana  es  la  de  la  regulación  de  la  angiogénesis,  puesto  que  tiene  la 
capacidad de  regular el  reclutamiento  y proliferación de  células perivasculares mientras 
hace que aumente la producción del factor de crecimiento del endotelio vascular (Vascular 
endotelial growth factor, VEGF), siendo este el encargado del control de la proliferación del 
tejido  endotelial  tanto  sano  como  tumoral.  Además,  PDGF  también  controla  la  presión 
intersticial del tumor y la estimulación autocrina de sus células (Raica and Cimpean, 2010). 











Figura  5.  Mecanismo  de  acción  de  Imatinib  frente  al  PDGFR.  A‐  PDGFR  constitutivamente  activado  por 
regulación  autocrina  de  células  mutadas.  B‐  Inhibición  por  Imatinib  de  las  funciones  normales  del  par 
PDGF/PDGFR tras unirse al dominio TK y bloquear las cascadas de señalización. (Creada con BioRender.com) 
Efectos adversos cutáneos 












son debido al propio efecto del  fármaco, es decir, que están  relacionados con  las  funciones 
normales de sus dianas y su inhibición, que impide que se lleven a cabo. Siendo algunos de los 
más habituales, de menor a mayor gravedad: 
El edema periorbital  (Figura 6A y B)  y en extremidades así  como el aumento de peso por  la 
retención de líquidos normalmente tratados con una reducción de la sal presente en la dieta y 
diuréticos, está ocasionado por la  desregulación de la modulación del flujo del fluido intersticial 
debida  a  la  inhibición  de  PDGFR,  que  está,  a  su  vez,  también  relacionada  con  la  aparición 
ocasional de una erupción morbiliforme dependiente de dosis en tronco y antebrazos, y en la 
cara  en  casos  muy  severos  que  suele  ser  tratada  con  esteroides  tópicos  u  orales  y 
antihistamínicos o dependiendo del grado, con la directa suspensión del tratamiento (Figura 6D 
y E) (Reyes‐Habito and Roh, 2014; Macdonald et al., 2015; Amitay‐Laish et al., 2011). 
Por  otra  parte,  la  inhibición  de  c‐kit  provoca  cambios  en  la  pigmentación,  normalmente 
















Síndrome  Stevens‐Johnson  (Figura  6G  y  H),  un  tipo  de  exantema  grave  con  componentes 











efectos  secundarios,    podrían  explicarse  porque  los  linfocitos  Th1  activados  son  la  principal 
fuente  de  TNF‐α  e  IFN‐γ  y  estas  citocinas  a  su  vez,  suelen  iniciar  una  sobreexpresión  de 
mediadores  inflamatorios  en  los  queratinocitos  (CCL2,CCL5,CXCL8  y  CXCL10),  y  como  se  ha 















Erlotinib es  un  compuesto  derivado  de  la  quinazolina,  normalmente  comercializado  bajo  el 
nombre de Terceva® catalogado como inhibidor del receptor del factor de crecimiento epitelial 
(Epithelial  growth  factor  receptor,  EGFR,  ErbB1  o  HER1  en  humanos)  (“Tarceva,  European 





Normalmente  EGFR  suele  estar  inactivo  hasta  que  sus  ligandos  principales  EGF  y  el  factor 
transformante de crecimiento (Transforming growth factor, TGFα) se le unen, pasa a estar en 














de  modular  respuestas  como  la  migración  y  adhesión  celular;  por  lo  tanto,  cualquier 
sobreexpresión o mutación de este  receptor puede  conllevar a  la  activación  constitutiva de 
muchos factores diferentes implicados en la proliferación, apoptosis, angiogénesis y metástasis 
(Figura 7A) (Riley and Desai, 2009). De manera que, Erlotinib, compitiendo con el ATP, se une 
de manera  reversible  al  dominio  catalítico  intracelular  de  la  TK  del  EGFR,  impidiendo  así  la 















incluyen  el  carcinoma  de  células  escamosas,  el  de  células  grandes    y  el  adenocarcinoma 
(Pazhouhandeh et al., 2017), en ellos se emplea como tratamiento principal, y como secundario 







más  frecuente,  la  aparición  de  una  erupción  papulopustular  acneiforme  (Figura  8)  en  cuero 
cabelludo,  cara,  pecho  y  espalda  (Reyes‐Habito  and  Roh,  2014).  Todas  estas  reacciones  no 
resultan extrañas si se tiene en cuenta en qué células está presente y su función para con  la 
regeneración  y  mantenimiento  epidérmico.  Suelen  tratarse  con  corticosteroides, 
antiinflamatorios,  antibióticos  con  el  fin  de  evitar  infecciones  bacterianas  secundarias  y  en 
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observaron a partir del  sexto día de vida de estos,  los mismos  síntomas que  se aprecian en 
pacientes tras recibir este tratamiento (Figura 8)(Mascia et al., 2013). Según este mismo estudio 
“Antes  del  desarrollo  de  lesiones  se  detectó  un  aumento  de  la  expresión  de  ARNm  de 
quimiocinas asociado con la infiltración temprana de macrófagos y mastocitos y la infiltración 
posterior de eosinófilos,  linfocitos T  y neutrófilos”.  Por ello,  según estos  resultados, podrían 
emplearse estas células como posibles biomarcadores a una reacción temprana de un fármaco 
anti‐EGFR. 










































AG)  empleada  en  el  test  de  ARE‐Nrf2  Luciferasa,  las  células  se  incubaron  hasta  alcanzar  la 
confluencia  deseada  en  frascos  de  75cm2,  en  medio  DMEM  (Dulbecco’s  Modified  Eagle 
Medium),  low  glucose, GlutamaxTM  Supplement,  pyruvate  (Gibco,  11570586)  al  9,1% de  FCS 




ATCC‐TIB‐202)  empleadas  en  la  técnica  de  h‐CLAT,  también  se  incubaron  hasta  alcanzar  la 
confluencia  deseada,  en  este  caso  empleando  frascos  de  175cm2, medio  RPMI‐1640  (Medio 
Roswell  Park  Memorial  Institute)  (ATCC,  30‐2001)  suplementado  con  un  10%  de  FBS  (Fetal 
Bovine  Serum)  (GE  Healthcare  Life  Sciences,  SV30160.03),  100  unidades/mL  de  penicilina  y 
100µg/mL de estreptomicina (Lonza, DE 17‐602E). 
3.2.   DPRA 
Con  el  fin  de  realizar  la  determinación  de  sensibilización  mediante  la  técnica  de  DPRA  es 
necesario preparar dos soluciones estándar con los péptidos sintéticos de cisteína (Ac‐RFAACAA‐





los  controles  establecidos  por  la  OECD  y  las mezclas  con  los  antineoplásicos  anteriormente 
mencionados, Erlotinib e Imatinib, a diferentes concentraciones; y todas ellas se incubaron en 
viales  de  cristal  adecuados  para  su  futuro  análisis mediante  HPLC  (High  Performance  Liquid 
Chromatography), en oscuridad a 25±2,5°C durante 24±2horas.   
Las  disoluciones  con  los  antineoplásicos  a  testar,  técnicamente  y  siguiendo  las  directrices 






dificultando  el  saber  cuánto  químico  queda  realmente  disuelto  en  la  solución  y  pudiendo 
ocasionar daños en el equipo de medición al poder obstruir la columna con el precipitado, por 
ejemplo.  Por  ello,  al  final  se  llevaron  a  cabo  disoluciones  a  5mM  y  puesto  que  seguía 
produciéndose precipitación, se adaptaron las concentraciones de las disoluciones a testar (2,5, 





un 20% de acetonitrilo a partir  de  la disolución estándar de  cisteína. Además,  se  incluyó un 
último estándar que solamente contenía el tampón de dilución como blanco de la curva patrón. 
Respecto  a  los  controles  empleados  para  verificar  el  buen  funcionamiento  de  la  técnica,  se 
emplearon soluciones de aldehído cinámico y DNCB (2,4‐dinitroclorobenceno) como controles 
positivos, como controles negativos, soluciones de ácido láctico y 6‐metilcumarina y además un 




Una  vez  preparadas  e  incubadas  las  pertinentes  disoluciones  y  sus  réplicas,  el  análisis  de  la 
disminución peptídica se llevó a cabo en un equipo de HPLC (Shimadzu 10AD) con una columna 
de fase reversa Zorbax SB‐C‐18 2,1mm x 100 mm x 3,5µm (Agilent, 861753‐902) conectado a un 
detector  UV  (SPD‐10AV  VP  UV‐vis;  Shimadzu  10AD)  con  el  que medir  la  absorbancia  a  una 








Á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑝𝑖𝑐𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎












































dejaron  incubar  las  células  con  los  compuestos  a  testar  durante  48h  a  37°C  al  5%  de  CO2. 
Además, a su vez como control del solvente empleado, se dejaron pocillos solamente con células 
en su medio sin los químicos en cuestión. 
Para  llevar a  cabo el ensayo de  la  luciferasa en  las placas opacas  con el  kit  Luciferase Assay 
System 10‐pack (Promega, E1501), primeramente, se aspiró el sobrenadante cuidadosamente y 
se  lavaron  las  células  dos  veces  con  DPBS  (Dulbecco's  Phosphate‐Buffered  Saline)  (Biowest, 
L0615‐500)  con  el  fin  de  eliminar  los  posibles  restos  de  medio  que  hubiesen  quedado.  Se 
añadieron a cada pocillo 20µL de la solución de lisis Passive Lysis 5X Buffer (Promega, E1941) 
previamente  diluida  a  1X  y  tras  incubar  durante  20  minutos  a  temperatura  ambiente  en 































𝐼 , la actividad luciferasa inducida para la concentración más baja con una 𝐼 á  mayor de 1,5 




















dosis  testadas  de  ambos  antineoplásicos,  se  calculó  mediante  interpolación  lineal  la 
concentración mínima necesaria de estos para obtener una viabilidad del 50 y del 30%, es decir 








𝑥, el porcentaje de reducción a la concentración a calcular (50 y 30 para 𝐼𝐶  e 𝐼𝐶 ). 
𝐶 , la concentración más baja en µM con una reducción de la viabilidad superior al 𝑥%. 
𝐶 , la concentración más alta en µM con una reducción de la viabilidad inferior al 𝑥%. 
𝑉 ,  el  porcentaje  de  viabilidad  a  la menor  concentración  con  una  reducción  de  la  viabilidad 
superior al 𝑥% (𝐶 ). 
𝑉 ,  el  porcentaje  de  viabilidad  a  la mayor  concentración  con  una  reducción  de  la  viabilidad 
inferior al 𝑥% (𝐶 ). 





1. La 𝐼 á  es superior a 1,5 y estadísticamente significativa en comparación con el control 
negativo (solvente, DMSO). 
 
2.  La viabilidad celular es superior al 70% para la concentración más baja con un 𝐼 á  por 
encima de 1,5. 
 














Mientras  tanto  se  preparó  suficiente  volumen  para  hacer  triplicados  de  cada  una  de  las 
concentraciones a  ensayar,  es decir,  de  los  controles positivos, DNCB a 2µg/mL y  sulfato de 












anticuerpos monoclonales anti‐CD86  (Dako,  F7205),  anti‐CD54  (Dako,  F7143)  y el del  isotipo 
control de ratón IgG1 (Dako, X0927) conjugados con FITC (Isotiocianato de fluoresceína, señal 
de emisión a 525nm) con Staining Buffer en una proporción 3:25 para CD86 y una de 3:50 para 
CD54  e  IgG,  este  último  siendo  empleado  como  control  de  isotipo.  Una  vez  transcurrido  el 








basándose  en  el  valor  de  la MFI  (Mean  Fluorescence  Intensity,  Intensidad  de  Fluorescencia 
media), se calculó el valor de RFI (Relative Fluorescence Intensity, Intensidad de Fluorescencia 
Relativa)  según  la  siguiente  fórmula  como  indicador  de  la  expresión  de  los  marcadores  de 
superficie CD86 y CD54: 
𝑅𝐹𝐼  
𝑀𝐹𝐼  é  𝑀𝐹𝐼  é      




𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟  
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑣𝑎𝑠

















































Para  aceptar  un  experimento  de  KeratinoSensTM  como  válido  debe  cumplir  los  siguientes 
requisitos (OECD 442D, 2015): 
 La  actividad  luciferasa  para  el  aldehído  cinámico  para  al  menos  una  de  las 
concentraciones  testadas  entre  4  y  64µM  debe  ser  estadísticamente  significativa 
superando el umbral de 1,5 por ejemplo usando un t‐test.  
 
 El 𝐸𝐶 ,  para el aldehído cinámico debe estar entre 7 y 30µM y la media de la inducción 
de sus réplicas a 64µM debe estar entre 2 y 8. 
 
 El  CV  promedio  de  la  luminiscencia  del  control  negativo  (solvente,  DMSO)  debe  ser 
inferior al 20% en cada repetición, de lo contrario, los resultados deben ser descartados. 
h‐CLAT 
Para  aceptar  un  experimento  de  h‐CLAT  como  válido  debe  cumplir  los  siguientes  requisitos 
(OECD 442E, 2015): 















Además,  con  el  fin  de  complementar  los  resultados  obtenidos  por  las  técnicas  previamente 
descritas, se realizó un análisis mediante la herramienta QSAR Toolbox versión 4.4.1 (2020) de 
la OECD empleando un flujo de trabajo automatizado. Primero, dado que se trata de químicos 
simples  y  no de mezclas,  se  insertó un  identificador  específico  de  cada  antineoplásico  en  el 
primer módulo de  Input, en este caso, el número CAS (Chemical Abstract Services)  (Imatinib: 
152459‐95‐5; Erlotinib: 183321‐76‐6). Después en el módulo Data gap filling, se seleccionó el 














dedicado  a  esta  técnica,  solamente  va  a  considerarse  el  modelo  de  predicción  de  cisteína 
propuesto  por  la  OECD  (Tabla  2)  debido  a  problemas  de  precipitación  inmediata  a  las 
concentraciones  establecidas  en  el  protocolo  de  la OECD  y  a  la  obtención  de  resultados  no 
analizables para concentraciones inferiores en las disoluciones del péptido de lisina. 
Respecto al antineoplásico Imatinib, se hicieron disoluciones a una concentración de 2,5 mM, 
1mM  y  0,5mM.  La  primera  de  ellas  presentó  una  elevada  precipitación  imposibilitando  su 












Figura  9.    Análisis  del  potencial  sensibilizante  de  Erlotinib  por  DPRA.  Se  representan  los  valores  de  la  media 
aritmética de las repeticiones ± SD del porcentaje de disminución peptídica de Erlotinib a distintas concentraciones y 
de los diferentes controles por la técnica DPRA tras 24h de incubación con el péptido sintético de cisteína. 
Como  se  puede  observar  en  la  figura  anterior,  al  calcular  los  porcentajes  de  disminución 
peptídica para la cisteína, los valores de los controles positivos están muy por encima del umbral 







Mediante esta  técnica se valora  la capacidad de un compuesto de desencadenar el  segundo 
evento  clave  de  un  proceso  de  sensibilización  cutánea,  es  decir,  la  activación  de  los 
queratinocitos  valiéndose  del mecanismo  de  activación  de  la  vía  Keap1/Nrf2  ante  un  estrés 
oxidativo, detectable al emplear la línea transfectada KeratinoSensTM, mediante la expresión del 
gen de la luciferasa.    
Para  Imatinib  se  testaron  los  respectivos  controles  positivos  (ácido  láctico  e  isopropanol)  y 













































































media  aritmética  ±  SD de  los  dos  experimentos  independientes  realizados para  los  valores  de  la  inducción de  la 
actividad de la luciferasa máxima global, 𝐼 á , así como el umbral establecido por la OECD con una línea horizontal 






















































a  los  test  in  chemico e  in vitro sobre el potencial  sensibilizante de  los  fármacos en cuestión, 
también se llevó a cabo un análisis in silico mediante el software de predicción QSAR Toolbox. 









que  se  clasifica  el  químico  a  testar  y  los  compuestos  análogos  como  sensibilizantes  o  no 























  DPRA  KeratinoSens  h‐CLAT  QSAR 
Imatinib  No‐concluyente  Positivo  Positivo  Negativo 
Erlotinib  Positivo  No‐concluyente  Negativo  Positivo 
Imatinib, en principio tiene un potencial moderado de sensibilización, a pesar del resultado no 








concentraciones  testadas  tampoco  sería  de  esperar  observar  una  citotoxicidad muy  elevada 
(Figura 10B). Así como, los resultados obtenidos mediante h‐CLAT (Figura 12) coinciden con los 
mecanismos en los que Imatinib interfiere descritos en Amitay‐Laish et al., 2011. Es decir, que 
no  necesariamente  el  fármaco  tiene  un  efecto  inmunogénico,  sino  que  produce  los  efectos 
cutáneos adversos por el mero hecho de inhibir ciertos mecanismos en los que interfieren sus 
dianas  como  por  ejemplo  la  renovación  de  melanocitos,  la  normal  actividad  de  las  células 
intersticiales de Cajal o  la angiogénesis entre otros (Abbaspour Babaei et al., 2016; “Imatinib 
Mesylate ‐ National Cancer Institute,” 2006; Raica and Cimpean, 2010). 




técnicas  que  tienen  que  dar  el  mismo  resultado  para  considerar  un  compuesto  como 
sensibilizante, se consideraría que la predicción obtenida para este fármaco es no concluyente, 
ya  que  al menos  una  de  las  pruebas  negativas  (KeratinoSensTM),  no  cumple  los  criterios  de 
aceptación de los resultados. Esto es debido principalmente a la citotoxicidad demostrada en el 




















aquellos  compuestos  que  necesitan  ser  metabolizados  previamente  para  desarrollar  un 
potencial sensibilizante (pro‐haptenos), por ejemplo, por enzimas de la vía del citocromo P450 





Vistos  los  resultados  obtenidos  por  las  técnicas  en  general  y  la  probada  validez  de  su 
combinación  con  diferentes  compuestos  (Strickland  et  al.,  2017,  2016;  Urbisch  et  al.,  2015; 






se  diría  que  no  es  sensibilizante  contradiciendo  toda  la  bibliografía  consulta;  todo  ello 
consecuencia de ser técnicas pensadas para fármacos de uso tópico, no sistémico como es el 
caso  de  los  antineoplásicos,  no  está  optimizado  para  compuestos  que  necesitan  ser 









cabo con  células propias de cada paciente, de manera que  supusiese para ellos no  solo una 
mejora en su calidad de vida durante el tratamiento sino uno mejor y un ahorro en recursos 
tanto para los propios pacientes como para el sistema sanitario al evitar tener que suspender la 
administración de tratamientos a mitad de estos y  sustituirlos por otros, o  reducir  la dosis y 
hacer que el paciente esté tratándose durante más tiempo. De manera que, en una situación 
ideal,  y  económicamente  poco  factible,  la  aplicación  de  estas  técnicas  de  forma  habitual  y 
personalizada  podría  suponer  un  gran  avance  para  evitar  las  reacciones  adversas  de 
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